カンキョウスイ シリョウチュウ セレン ノ モクシ ケイコウ テイリョウ システム ノ コウチク by Yabutani, Tomoki et al.
環境水試料中セレンの目視蛍光定量システムの構築 
薮谷智規１, 飯沼明子１, 横田昌幸１, 本仲純子 1, 林由佳子１ 
 
Development of a visual fluorometric determination method for selenium 




Tomoki YABUTANI, Akiko IINUMA, Masayuki YOKOTA, Hideyuki KISHIMOTO, 
Junko MOTONAKA, Yukako HAYASHI 
 
 
Selenium(IV) and Se(VI) were visually detected and determined based on fluorometric 
derivatization used by 2,3-diaminonaphtalene (DAN) and β -cyclodextrin (β -CD) / sodium 
dodecyl sulfate (SDS) as fluorometric enhancer.  The visual determination of Se was achieved by 
removing non-reacted DAN, which causes severe interferences and shows high background for 
visual determination, with a cation exchange treatment.  The cation exchange treatment provided 
over 90% of its removal efficiency without loss of Se-DAN.  In order to determine Se(VI), Se(VI) 
was converted to Se(IV) based on the reduction of the treatment under 6 mol l-1 HCl at 110 °C.  
Se(IV) and Se(VI) in a river water and a seawater sample could be quantitively recovered through 
the Se-DAN derivatization and the cation exchange treatment.  Under the optimal condition for 
visual determination of Se, the fluorometric color was visually detected from 20 µg l-1 to 5000 µg l-1 
of Se(IV) and from 100 µg l-1 to 5000 µg l-1 of Se(VI) and the difference of the color every 20-50 µg 
l-1 was distinguished.    
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め first screening method として有用となりえる。し
かし、Se-DAN 蛍光法を目視定量に適用することを考え




























Se(Ⅵ)標準溶液として使用した。DAN 溶液は DAN 20 mg、
塩化ヒドロキシルアンモニウム 80 mg、EDTA 80 mg を









Scheme 1  A reaction of derivatization of
Se(IV) with 2,3-diamino naphthalene. 
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DISMIC シリンジフィルター, 0.45 μm)を行った。SDS 
648 mg、β-CD 4.25 g を Milli-Q 水 250 ml に溶解さ
せ、蛍光増強剤(SDS = 9 mmol l-1 , β-CD = 15 mmol 
l-1 , SDS／β-CD = 0.6)として使用した。 
 実試料として徳島県吉野川中流(徳島県美馬市)より
河川水、徳島県吉野川河口付近(小松海岸)より海洋水





 Se 溶液 5 ml、0.05%ジアミノナフタレン(DAN)0.5 ml、
1 mol l-1 HCl 30 μl を褐色バイアルに添加し 90℃×




体化後の試料へ添加後、しんとう器で 230 rpm × 10 
分しんとうした。緩衝液(pH 4) 1 ml 添加し、ブラッ
クライトによる目視測定(λex = 365 nm)及び蛍光測定
(λex = 375 nm, λem = 550 nm)を行った。 





3.1. 未反応 DAN の除去 
 Se-DAN の水溶液中による蛍光は極めて弱く、蛍
光増強剤添加により水溶液中で蛍光スペクトル
(λex=375 nm, λem=551 nm)検出可能である。（Fig, 1）
蛍光誘導体化後の試料には未反応 DAN が共存するため、
Se-DAN が強い蛍光が Se-DAN の目視検出に妨害を与え
る。DANの酸解離定数pKa1, pKa2はそれぞれ2.11, 0.50




ついて評価した結果を Fig. 2 に示す。DAN の蛍光スペ
クトルの極大蛍光波長は 410 nm, Se-DAN は 550 nm で
ある。陽イオン交換処理後は 550 nm の蛍光はそのまま
維持されており、410 nm の蛍光はほとんど見られなく
なった。 また、陽イオン交換処理時の pH について最
適化したところ、pH 2 において除去率が 90%以上得ら
れた。さらに、陽イオン交換樹脂量としんとう時間で
は、Se(VI)500 μg l-1 5 ml 試料に対して、それぞれ









Fig. 2 The fluorescence emission spectra of
Se-DAN in the samples before (dotted line) and
after (solid line) the removal treatment of DAN
by cation exchange resin.  
Fig. 1 The fluorescence excitation and
emission spectra of Se-DAN without and with
SDS /β-CD, β-CD, and SDS  
 
The samples were Se-DAN in water (Se
concn. 0.63 µmol l-1 ) containing
flurorometric enhansers as follows; 
(a) 6 mmol l-1 SDS, 10 mmol l-1 β-CD  
(b) 10 mmol l-1 β-CD 
(c) 6 mmol l-1 SDS  















本研究で使用した DAN は Se(Ⅳ)と選択的に反応し
Se-DAN を与える。しかし、環境水中 Se の存在形態は











が高濃度(6, 12 mol l-1)、反応温度 100℃の場合、ほと
んどの Se(VI)は Se(IV)へ還元された。本研究では、試
薬からのコンタミと経済的理由で還元操作に使用する


























Table 1 Recovery of Se(IV) and Se(VI) in river water and seawater sample in the Se-DAN analytical
procedurea)  
Sample Se concentration (mg l-1)b) Recovery(%) 
 Se(Ⅳ) Se(Ⅵ) Se(Ⅳ) Se(Ⅵ) 
Riverwater 0.1 - 108 ± 4 －   
 2.0 - 98 ± 2 －   
 0.04 0.06 101 ± 9 104 ± 12 
 0.4 0.6 97 ± 3 112 ± 20 
Seawater 0.1 - 103 ± 3 －   
 2.0 - 101 ± 3 －   
 0.04 0.06 96 ± 4 98 ± 13 
 0.4 0.6 102 ± 3 98 ± 5 
a)The Se-DAN analytical procedure consisted of the Se-DAN derivatization, the cation exchange
treatment for removal of non-reacted DAN, and the fluorometric measurement with the fluorophotometer. 
The pH condition was adjusted to be pH 2 in the Se-DAN derivatization and pH 4 in the fluorometric
measurement.  A 100 mg of the strong cation exchange resin and 220 rpm×10 min for mechanical
shaking were used in the cation exchange treatment for removal of non-reacted DAN.  The measurement
of the analytical samples was performed in the fluorometric condition of λex= 375 nm and λem=550 nm).  
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 結果として、0～5 mg l-1Se(Ⅳ)濃度範囲において蛍
光色変化を観測した。その蛍光色変化は青色から黄色
への変化であり、溶液中に僅かに残存する未反応蛍光
誘導体化試薬 DAN の青色から、Se 蛍光誘導体
Se-DANの黄色への濃度変化に依存するものと考えら
れる。また、目視蛍光検出限界を決定するため、0～
100 µg l-1 (10 µg l-1間隔)での蛍光色変化を 10人以上
で観察した。0から 20 µg l-1濃度上昇させた場合、蛍
光色変化が観測可能であった。この結果より、Se(Ⅳ)
目視蛍光分析法の検出限界値を 20 µg l-1と決定した。
目視観測により色彩変化を分別できる Se(Ⅳ)濃度差は
20-50 µg l-1であった。 
Se(VI)含有試料に対して目視蛍光定量を実施し
た。0-5 mg l-1の濃度範囲で蛍光の変化を目視蛍光変化





















分別できる Se(Ⅳ)濃度差は 20-50 µg l-1であった。ま
た、目視による検出限界は 20 µg l-1となった。また、
環境水中全セレン濃度定量の実施に向け、Se(IV)の塩
酸還元に関して検討を行った。最適条件を 6 mol l-1 
HCl中 110℃×10分加温とした。 Se(VI)に関しては、


















Fig. 3 Color transition with the concentration change of Se-DAN in the visual
determination method.. 
 
The pH condition was adjusted to be pH 2 in the Se-DAN derivatization and pH 4 for visual
measurement.  A 100 mg of the strong cation exchange resin and 220 rpm×10 min for mechanical
shaking were used in the cation exchange treatment.  The fluorometric color generated by radiation
with a black light (λ= 365 nm) 
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